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halten auch bei 23° feststellten. Zu diesen Befunden*
passen gut die Beobachtungen von JOEL (17), der
während der Lipolyse bei 37° einen deutlich höheren
Sauerstoffverbrauch feststellte als bei 8°. Für das ex-
perimentelle Vorgehen bei der /tf-w>0-Lipolyse läßt sich
aus diesen Befunden ableiten, daß bei der hormonin-
duzierten Lipolyse eine genaue Temperatureinstellung
zwischen 30° und 40° nicht erforderlich ist. Die Fest-
stellung von MOSINGER (9), daß bei nicht maximaler
Adrenalinkonzentration im Medium die Freisetzung
freier Fettsäuren linear zur Zeit verläuft, trifft nach un-
seren Untersuchungen auch für die Spontanlipolyse und
die durch ACTH stimulierte Lipolyse zu. Da jedoch im
allgemeinen die Inkubation nicht länger als 3 Stdn.
durchgeführt wird, gilt das auch für maximale Hormon-
dosen; nur ist hierbei der wesentlich steilere Anstieg der
freien Fettsäuren bereits in der ersten Std. zu berück-
sichtigen.
Wenn auch alle Untersuchungen am epididymalen Fett-
gewebe der Ratte vorgenommen wurden, ist nach den
Mitteilungen aus der Literatur und unseren eigenen Er-
gebnissen eine Übertragung dieser Lipolysebedingungen
auf andere Fettgewebsarten und andere Species mög-
lich.
Möglicherweise läßt sich die geringere Ansprechbarkeit
des menschlichen Fettgewebes auf lipolytische Hormone
(9,18) durch Modifikation einzelner Inkubationsbe-
dingungen verbessern.
Herrn Dr. MILESCH, Farbwerke Hoechst, danken wir für die Über-
lassung von Rinderalbumin Behring.
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von UDP-Glucuronyltransferasen in der Magenschleimhaut des Menschen
Von W. HOFFMANN und M. BREUER
Aus der Abteilung für Klinische Chemie und Biochemie der Chirurgischen Universitätsklinik und Poliklinik Bonn
(Direktor: Prof. Dr. A. Gütgemann)
(Eingegangen am 24. August 1967)
Nach Inkubation von [4-14C]17^östradiol mit der Cytoplasma-Fraktion (105 000 ̂ -Überstand) der pylorusnahen Magenschleimhaut
des Menschen in Gegenwart von Uridin-S'-diphospho-glucuronat konnte [4-14C]17j0-Östradiol-17ß-monoglucuronid nachgewiesen
werden; [4-14C]östriol ergab unter den gleichen Bedingungen [4r14C]östriol-17/?-monoglucuronid. In Versuchen mit der Mikrosomen-
Fraktion der Magenschleimhaut entstanden ebenfalls [4-14C]17^-östradiol-17^-monoglucuronid und [4-14C]Östriol-17ß-monoglucu-
ronid; außerdem wurde [4-14C]östriol-16a-monoglücuronid gebildet. [4r14C]östron wurde weder durch die Cytoplasma- noch durch' die
Mikrosomen-Fraktion glucuronidiert. Die Versuche zeigen* daß in der Magenschleimhaut des Menschen cytoplasmatische (lösliche) und
mikrosomale UDP-Glucuronyltransferasen vorhanden sind. Die Glucuronyltransferasen besitzen eine ausgeprägte Gruppenspezifität und
greifen nur alkoholische Hydroxylgruppen phenolischer Steroide an. Demnach bestehen zwischen den Glucuronyltransferasen der Magen-
schleimhaut und der Dünndarrrischleimhaut des Menschen Unterschiede.
The enzymic formation of [4-14C]17/?-oestradiol 17ß-monoglucuronide was demonstrated after incubation of [4-14C]17/?-oestradiol with
the cytoplasmic fraction (105 000 £ supernatant) of human gastric mucosa in the presence of uridine diphosphate glucuronic acid. Under
similar conditions, [4-14C]oestriol yielded [4-14C]oestriol 17ß-monoglucuronide. Similarly, in experiments with the microsomal fraction,
[4-14C]17/̂ oestradiol 170-monoglucuronide and [4-14C]oestriol 17/?-monogltic-urpnide were formed from [4-14C]170-oestradiol and [4-14C]
oestriol, respectively;.in addition, [4-14C]oestriol 16a-monoglucuronide was detected. No glucuronidation of [4-14C]oestrone occurred in
either the cytoplasmic or the microsomal fractions. These experiments demonstrate that the human gastric mucosa contains soluble as well
as microsomal UDP-glucuronyltransferases. The glucuronyltransferases possess a pronounced substrate specifity and attack only alcoholic
hydroxyl groups of phenolic steroids. The results reported here show that differences exist between the glucuronyltransferases of the gastric
mucosa and the intestinal mucosa of man.
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In früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, daß die
Bildung von C19- und C18-Steroidglucuroniden durch
spezifische UDP-Glucuronat-Glucuronyltransferasen
(EC 2.4.1.17) katalysiert wird (1—6). Während bis vor
kurzem angenommen wurde, daß die Glucuronyltrans-
ferasen ausschließlich in den Mikrosomen-Fraktionen
der verschiedenen Organe lokalisiert sind (vgl. (7)),
gelang inzwischen der Nachweis löslicher Glucuronyl-
transferasen im Groundplasma (l 50 000 ̂ -Überstand)
des Dünndarms vom Menschen (4—6). Im Hinblick auf
die Bedeutung, die dem gastrointestinalen Abschnitt des
Verdauungstraktes bei der Bildung von Glucuroniden
zugesprochen wird (7, 8), schien es von Interesse, Unter-
suchungen über das Vorkommen, die Substratspezifität
und die intracelluläre Verteilung von Glucuronyltrans-
ferasen im Magen des Menschen durchzuführen. Wie im
folgenden gezeigt wird, kommen in der Magenschleim-
haut des Menschen sowohl lösliche als auch mikrosomale
Steroid-Glucuronyltransferasen vor, die — im Gegen-
satz zu den entsprechenden Enzymen der Dünndarm-
mucosa — eine Gruppenspezifität aufweisen.
Methodik
Steroide
[4-14C]Östron [Östra-1.3.5 (10)-trien-3-ol-17-on] (spez. Aktivität
29,5 mC/mMol)
[4-14C]17£-Östradiol [Östra-1.3.5(10)-trien-3.17ß-diol] (spez. Akti-
vität 31,8 mC/mMol)
[4-14C]Östriol [Östra-1.3.5(10)-trien-3.16oc.l70-triol] (spez. Aktivi-
tät 29,4 mC/mMol) und
[6.7-3H]Östriol (spez. Aktivität 1610 mC/mMol)
wurden vom Radiochemical Centre, Amersham, England, bezogen.
Alle radioaktiven Steroide wurden vor den Versuchen papier-









wurden von Dr. A. E. KELLIE, London, zur Verfügung gestellt.
170-Östradiol-17/?-monoglucuronid [Östra-1.3.5(10)-trien-3.17/?-
diol-17/?-yl-/?-D-glucopyranuronat]
stammte von Prof. H. H. WOTIZ, Boston.
Reagent ten und Lösungsmittel
Mit Ausnahme von FoLiN-CiocALtEUS-Reagenz waren alle
Reagenzien von p. a. Reinheitsgrad (E. Merck, Darmstadt). Die
organischen Lösungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert.
Uridin-5'-diphospho-glucuronat (80% di-Natriumsalz) wurde von
C. F. Boehringer & Soehne, Mannheim, bezogen.
Gewebe
Alle Versuche wurden mit Magenschleimhaut vom Menschen
durchgeführt, die bei der Resektion distaler Magenabschnitte wegen
eines Ulcus gewonnen wurde. Das Gewebe stammte aus dem
pylorusnahen Magen-Antrum; die histologische Untersuchung
zeigte eine regelrechte Beschaffenheit der Magenschleimhaut. Die
Zeit zwischen der Gewebsentnahme und dem Beginn der Auf-
arbeitung betrug 5—10 Min.
Zellfraktionierung
Die Magenschleimhaut wurde in Höhe der Submucosa abpräpariert,
in einem Fleischwolf zerkleinert und in 0,25M Rohrzucker-Lösung
in einem Glashomogenisator bei 0° homogenisiert. Das SOproz.
Homogenat wurde zunächst 20 Min. bei 800 £ in einer Spinco-
Zentrifuge L-2 zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand
45 Min. bei 20000 £ zentrifugiert Der 20000 ̂ -Überstand wurde
60 Min. bei 105 000 £ zentrifugiert. Der lOSOOO^-Überstand wurde
vom Sediment getrennt und zweimal 30 Min. bei 105 000 £ re-
zentrifugicrt. 2 m/des so gewonnenen 105000^-Überstandes ent-
hielten die Cytoplasma-Fraktion aus l g Frischgewebe. Das Sedi-
ment der 1. Zentrifugation bei 105 000 £ wurde in 0,25M Rohr-
zucker-Lösung resuspendiert und erneut 30 Min. bei 105 000 £
zentrifugiert; dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Die so ge-
wonnene Af/^rotfttw/f-Fraktion wurde in Q,l SM Soerensen-Phos-
phat-Puffer, pH 6,8, aufgenommen, so daß 2 m/ die Mikrosomen-
Fraktion aus l g Frischgewebe enthielten.
Inkubationsbedingungen
Alle Versuche wurden bei 37° für 120 Min. in einem Schüttel-
thermostaten unter Luft durchgeführt. Jeweils l C [4-14C] Steroid,
gelöst in 0,01 m/ Propylenglykol, wurde in Gegenwart von 4 mg
Uridin-S'-diphosphorglucuronat mit 2 m/ der Mikrosomen-
Fraktion bzw. 2 m/ der Cytoplasma-Fraktion und 4 m/ eines
0,15M Soerensen-Phosphat-PurTers, pH 6,8, inkubiert. Das Ge-
samtvolumen der Inkubationsansätze betrug 6 m/.
Aufarbeitung der Versuchsansät^e
Die Lösungen wurden dreimal mit jeweils 5 m/ Äther/Chloroform
(3 : l v/v) extrahiert, die Extrakte vereinigt und bei 35° eingedampft
(freie Steroide). Zur Gewinnung der Glucuronide wurden die wäßr.
Phasen jeweils mit 14 m/96proz. Äthanol versetzt und über Nacht
stehengelassen. Nach Zentrifugation wurden die Lösungen von
den Niederschlägen dekantiert und die Niederschläge zweimal mit
je 2m/ 70proz. Äthanol gewaschen. Die wäßr.-äthanolischen
Lösungen wurden vereinigt und zur weitgehenden Entfernung von
Äthanol bei 50° auf etwas weniger als die Hälfte eingeengt. Die
wäßr. Phasen wurden zweimal mit je 10 m/ n-Butanol extrahiert;
sofern Emulsionen entstanden, wurde zentrifugiert. Die butano-
lischen Lösungen wurden mit einem Rotationsverdampfer bei 50°
zur Trockne eingedampft (Steroidglucuronide) und die Extraktrück-
stände in Methanol/Wasser (l: l v/v) aufgenommen.
P apier Chromatographie
Die Papierchromatographie der freien Steroide erfolgte bei 25—27°
auf formamidimprägniertem Papier (Schleicher & Schüll 2043 b
Mgl) in den Systemen Monochlorbenzol'und Chloroform/Äthyl-
acetat (5: l v/v). Die Steroidglucuronide wurden bei 35° im
System Essigsäure/Wasser//*r/. Butanol/Dichloräthan (6: 14: 5 :15
v/v) chromatographiert, nachdem die Papierchromatogramme
über Nacht äquilibriert worden waren. Die Lokalisierung der freien
Steroide und der Steroidglucuronide erfolgte durch Messung der
Radioaktivität und Vergleich der Wanderungsgeschwindigkeiten
mit denjenigen der authentischen Referenzsubstanzen. Sowohl die
freien Östrogene als auch die phenolischen Steroidglucuronide
wurden mit FoLiN-CiocALTEUs-Reagenz (9) sichtbar gemacht. Zur
weiteren Identifizierung wurden die Steroidglucuronide von den
Papierchromatogrammen eluiert.
Hydrolyse der Steroidglucuronide
Die phenolischen Steroidglucuronide wurden in 5 m/ eines 0,1 SM
Acetat-PufFers, pH 5,2, mit 0;5 m/ eines Extraktes aus Helix
pomaticl·} (50000 Fishman-Einheiten 0-Glucuronidase) 24 Stdn.
bei 37° inkubiert. Die freigesetzten Steroide wurden dreimal mit
je 10 m/Äther/Chloroform (3 : l v/v) extrahiert, die Extrakte ver-
einigt und bei 35° eingedampft. Die Rückstände wurden in Metha-
nol aufgenommen und der Papierchromatographie unterworfen.
Quantitative Bestimmungen
Die aus den Inkubationsansätzen extrahierten freien Steroide
wurden in 5 m/ einer Scintillations-Lösung (enthaltend 5 g// 2,5-
Diphenyloxazol [PPO] und 0,3 g// l,4-bis-2-(4-Methyl-5-phenyl-
oxazolyl)-benzol [Dimethyl-POPÖP]) mit Hilfe eines Tricarb-
*) Hersteller: L'Industrie biologique Francaise S. A., Gennevilliers,
Seine.
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Scintillations-Spektrometers Modell 3003 der Fa. Packard mit ex-
ternem Standard quantitativ bestimmt; die Zählausbeute für 14C
beträgt 81%. Die quantitative Bestimmung der Steroidglucuronide
erfolgte nach Papierchromatographie durch Auszählung der
Radioaktivität auf 5 cm breiten und 50 cm langen Papierstreifen
mit einem Radiopapierchromatographen Modell 7201 der Fa.
Packard, ausgerüstet mit einem fensterlosen Helium-Butan-Durch-
flußzähler (47ü-Zählgeometrie) und einem Integrator. Die Zähl-




Nach Inkubation von l [4-14C]17/?-Östradiol mit
der Mikrosomen-Fraktion der Magenmucosa in Gegen-
wart von Uridin-5'-diphospho-glucuronat wurde ein
wasserlöslicher Metabolit nachgewiesen (A-l), der bei
der Papierchromatographie im System Essigsäure/
Wasser//*/·/. Butanol/Dichloräthan den gleichen J?F-
Wert (0,71) wie 17/?-Östradiol-17/?-monoglucuronid
zeigte. Dieser Wert liegt etwas höher als der in einer
früheren Arbeit (10) angegebene R F-Wert für 17ß-
Östradiol-17ß-monoglucuronid (0,65). Der Unterschied
zwischen den beiden ÄF-Werten ist durch die ver-
schiedenen Arbeitstemperaturen (20—25° bzw. 35°) be-
dingt. Nach Elution vom Papier wurde A-l enzy-
matisch hydrolysiert und das freigesetzte Aglykon auf
formamidimprägniertem Papier mit Monochlorbenzol
chromatographiert; die radioaktive Verbindung hatte
den gleichen ÄF-Wert (0,39) wie authentisches -
Östradiol. Demnach handelt es sich bei A-l um 17ß-
Östradiol-17jS-monpglucuronid.
Nach Inkubation von l C [4-14C]Östriol mit der Mikro-
somen-Fraktion entstanden unter den gleichen Bedin-
gungen wie oben angegeben zwei wasserlösliche Meta-
boliten (B-l und B-2), die sich papierchromatographisch
im System Essigsäure/Wasser//*r/. Butanol/Dichloräthan
gut voneinander trennen ließen und deren R&-Werte mit
denjenigen von ÖstrioHoa-monoglucuronid (0,51;
B-l) und von Östriol-17/?-monoglucuronid (0,59; B-2)
übereinstimmten. Nach getrennter Elution vom Papier
wurden B-l und B-2 der enzymatischen Hydrolyse
unterworfen; die dabei freigesetzten radioaktiven Agly-
kone zeigten nach Chromatographie auf formamid-
imprägniertem Papier im System Chloroform/Äthyl-
acetat (5: l v/v) die gleichen Wanderungsgeschwindig-
keiten (25,6 cm/15 Stdn.) wie authentisches Östriol.
Daraus geht hervor, daß B-l mit Östriol-16#-mono-
glucuronid und B-2 mit Östriol-17ß-monoglucuronid
identisch ist. Nach Inkubation von l C [4-14C]Östron
mit der Mikrosomen-Fraktion konnten keine wasser-
löslichen Metaboliten nachgewiesen werden; die ge-
samte eingesetzte Radioaktivität befand sich in der freien
Steroid-Fraktion. Demnach hatte keine Glucuronidie-
rung der phenolischen Hydroxylgruppe von Östron
stattgefunden.
In den Inkubationsversuchen mit der Cytoplasma-Frak-
tion ergaben sich folgende Befunde: 17ß-Östradiol wurde
zu 17ß-Östradiol-17/?-monoglucuronid konjugiert, wäh-
rend aus Östriol nur Östriol-17/?-monoglucuronid,
nicht aber Östriol-16#-monoglucuronid entstand. Die
Identifizierung von 17jS-Östradiol-17^-monoglucuronid
und Östriol-17ß-monoglucuronid erfolgte wie oben be-
schrieben. Qstron wurde — ähnlich wie in den Ver-
suchen mit der Mikrosomen-Fraktion — durch die
Cytoplasma-Fraktion nicht glucuronidiert.
Quantitative Untersuchungen
Die Ergebnisse der quantitativen Untersuchungen sind
in der Tabelle l zusammengefaßt. Bezogen auf die ein-
gesetzte Eiweißmenge betrug die Bildungsrate für 17ß-
Östradiol-17/?-monoglucuronid (ausgedrückt in nMol/g
Eiweiß) 250 bzw. 258 in der Mikrosomen-Fraktion und
11,2 bzw. 8,8 in der Cytoplasma-Fraktion. Weniger
deutlich ausgeprägt waren die Unterschiede in der Bil-
dungsrate für Östriol-17ß-monoglucuronid; sie betrugen
in der Mikrosomen-Fraktion 59,0 bzw. 24,5 und in der
Cytoplasma-Fraktion 10,5 bzw. 28,8. Die Bildungsraten
für Östriol-16a-monoglucuronid in der Mikrosomen
Fraktion beliefen sich auf 260 (Versuch G-6) bzw. 71
(Versuch G-7).
Diskussion
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß
die menschliche Magenschleimhaut Glucuronyltrans-
Tab. l
Bildung von östrogenmonoglucuroniden in verschiedenen Zellfraktionen der pylorusnahen Magenschleimhaut des Menschen. Es wurden jeweils
l pC [4^14C]Steroid mit der Zellfraktion aus l g FrischgewicHt inkubiert. Inkubationsbedingungen siehe Methodik. Die quantitative Bestimmung
der Steroidglucuronide erfolgte durch Messung der Radioaktivität nach Papierchromatographie
Eiweißgehalt



































































































Einschließlich der freien Steroide.
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ferasen enthält, welche die Bildung phenolischer Steroid-
glucuronide katalysieren. Der Nachweis von Glucuronyl-
transferasen gelang sowohl in der Mikrosomen-Fraktion
als auch in der Cytoplasma-Fraktion (l 05 000 ̂ -Über-
stand). Ähnliche Befunde waren bereits früher mit Zell-
fraktionen des Dünndarms vom Menschen erhoben
worden (6). Während das lösliche Enzym der Magen-
schleimhaut ausschließlich die 17 ̂ -ständigen, alkoholi-
schen Hydroxylgruppen der phenolischen Steroide
(17j8-Östradiol und Östriol) glucuronidierte, reagierte
das mikrosomale Enzym nicht nur mit der 17 ß-ständigen,
sondern auch mit der 16ot-ständigen Hydroxylgruppe
von Östriol. Weder mit 17/?-Östradiol noch mit Östriol
als Substrat erfolgte eine Glucuronidierung der pheno-
lischen Hydroxylgruppe am C-Atom 3; auch Östron
ergab nach Inkubation mit den Enzympräparationen
kein Östron-3-monoglucuronid. Aus diesen Ergebnissen
kann auf eine Gruppenspezifität der mikrosomalen und
cytoplasmatischen Glucuronyltransferasen der mensch-
lichen Magenschleimhaut geschlossen werden. In diesem
Punkte unterscheiden sich die Glucuronyltransferasen des
Magens von denjenigen des Dünndarms (6): Die in-
testinalen Enzyme glucuronidieren sowohl die pheno-
lische Hydroxylgruppe als auch die alkoholischen Hy-
droxylgruppen von Östrogenen (5, 6). Ob das Fehlen
einer Glucuronidierung der phenolischen Hydroxyl-
gruppe auf die Magenschleimhaut beschränkt ist, bedarf
weiterer Untersuchungen; obgleich SLATJNWHITE, LIGHT-
MAN und SANDBERG (11) in Leberhomogenaten des
Menschen ausschließlich eine 16a-Glucuronidierung von
Östriol fanden, konnten wir kürzlich sowohl in der
Mikrosomen- als auch in der Cytoplasma-Fraktion der
Leber des Menschen eine Glucoronidierung der pheno-
lischen Hydroxylgruppe von Östron nachweisen (12).
Bei Verwendung von 17/S-Östradiol als Substrat ist die
Bildungsrate des 17j8-Monoglucuronids — bezogen auf
die eingesetzte Eiweißmenge — in der Mikrosomen-
Fraktion etwa 25mal größer als in der Cytoplasma-
Fraktion. Wesentlich geringere Unterschiede in der
Bildung des 17/?-Monoglucuronids durch das mikro-
somale und cytoplasmatische Enzym wurden bei Ver-
wendung von Östriol beobachtet; darüber hinaus glucu-
ronidiert das mikrosomale Enzym die 16#-Hydroxy-
gruppe in deutlich größerem Umfange als die 17/J-
Hydroxygruppe.
Über die physiologische Bedeutung der Glucuronidie-
rung von Östrogen in der Magenschleimhaut läßt sich
noch nichts Endgültiges aussagen. Man kann annehmen,
daß die in der Magenschleimhaut gebildeten Östrogen-
glücuronide über die abführenden Magenvenen und die
Pfortader direkt in die Leber gelangen. Damit werden die
im Mägen resorbierten und glucuronidierten Östrogene
ebenfalls dem enterohepatischen Kreislauf der Östro-
genglucuronide, über den früher bereits berichtet wor-
den ist (13), zugeführt. Die Tatsache, daß der Magen bei
der Resorption von Steroiden eine Rolle spielt, dürfte im
Zusammenhang mit der oralen Verabreichung von
Östrogenen von Interesse sein.
Die vorliegende Untersuchung wurde mit Unterstützung der
Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgeführt. Der eine von
uns (W. H.) dankt der Deutschen Forschungsgemeinschaft für ein
Stipendium. Herrn Dr. K. DAHM sind wir für wertvolle Hinweise
und Fräulein CHRISTA SCHRÖDER für ihre Mitarbeit zu Dank ver-
pflichtet.
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